Abstrakt

Cilem této dizerta¢ni prace byla syntéza novych nukleosidi, nukleotidi a prislusnych

DNA sond nesoucich rizné fluorescencni znacky pro bioanalytické aplikace.

V prvni ¢asti prace byl pomoci Sonogashiry cross-kapling reakce syntetizovan
2'-deoxycytidin a jeho trifosfat nesouci imidazolinovy fluorofor na béazi tryptofanu. Dany
fluorofor vykazoval citlivost na pH a viskozitu. Nukleotid byl pouzit pro konstrukci
modifikovanych oligonukleotidi (ON) a DNA prodluzovanim primeru (PEX) nebo
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Zna¢ena ON sonda byla pouzita pro snimani interakce
se single-strand vazebnym proteinem, coz vedlo ke zvySeni intenzity fluorescence

modifikovaného ON.

Dale byl pfipraven thymidin a thymidin-5-O-trifosfat, nesouci benzyliden-
tetrahydroxanthyliovy fluorofor, pomoci meédi katalyzované azid-alkynové cykloadice
(CuAAC). Fluorescence fluoroforu je zavisla na polarité a viskozité prostiedi. Inkorporace
modifikovaného nukleotidu do DNA pomoci PEX nebo PCR vedlo k dramatickému zvySeni
fluorescence, pravdépodobné diky interakcim fluoroforu ve velkém Zzlabku. Bohuzel,
modifikovany nukleotid nebyl vhodny pro vizualizace v bunikach kvuli své cytotoxicite.
Modifikovand dsDNA byla pouzita jako fluorescenéni sonda pro sniméni interakci s malymi
molekulami a proteiny zménou fluorescence. Nakonec byl nukleotid aplikovan v real-time
PCR, jako novy zplsob piimé vizualizace syntézy DNA. Benzyliden-tetrahydroxanthyliovy
fluorofor byl také pfipojen k 2'-deoxycytidinu pfes triethylenglykolovy linker, aby se vyfesili
problémy s bunécnymi experimenty, nicméné zaclenéni do DNA v zivych buiikach nebylo
uspésné.

Nasledné, 2'-deoxycytidin a jeho trifosfat modifikovany thiazol orange (TO) byly také
syntetizovany pomoci CuAAC. Je znamo, ze TO vaze nukleové kyseliny a méni intenzitu
fluorescence a lifetime v zavislosti na viskozité. Nukleotid byl inkorporovan do DNA sond
pomoci PEX a PCR a byly hodnoceny jejich fotofyzikalni vlastnosti. TO-modifikovany
nukleotid byl Gspésné transportovan do zivych bunék a zaclenén do genomové DNA, coz
umoznilo zobrazeni syntézy DNA v Zivych bunkach v redlném case pomoci fluorescenéniho

zobrazovani.

Dale byl pfipraven 2'-deoxycytidin a jeho trifosfat nesouci near-infrared BODIPY
fluorofor navdzany ptes propargylether nebo triethylenglykolovy linker. Nové nukleosidy

prokédzaly zavislost doby zivota fluorescence na viskozité¢ prostiedi. Odpovidajici



nukleosidtrifosfaty byly pouzity jako substraty pro enzymovou syntézu DNA. Modifikované
DNA sondy byly pouzity pro monitorovani interakci s proteiny zménou doby Zivota
fluorescence. Nukleotid nesouci BODIPY vézany pies triethylenglykolovy linker byl také

enzymov¢ zabudovan do DNA v Zivych bunkach.

Nakonec byl pfipraven i 2'-deoxycytidintrifosfat nesouci kiemikovy rhodamin fluorofor
pomoci strain-promoted azid-alkyn cykloadi¢ni reakce. Byly studovany fotofyzikalni vlastnosti
a také enzymatickd inkorporace do DNA. Novy nukleotid byl transportovan do bunék,

inkorporovéan do genomové DNA a umoznil zobrazeni DNA s vysokym rozliSenim.



